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Bei unseren Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Kiichen-
zwiebel (Allium cepa L.) haben wir neben frei vorkommenden schwefel-
haltigen Amino- und Iminosiuren (S-Methyl- und S-n-Propyl-cystein-
sulfoxyd sowie Cycloalliin!) wenigstens fiinf saure Peptide gefunden.
Diese werden schon in 0,5—1n HCI bei 100° hydrolysiert und kénnten
deshalb y-Glutamylpeptide sein. In unserer vorldufigen Mitteilung? haben
wir schon kurz berichtet, daB uns die Isolierung von drei y-Glutamyl-
peptiden aus der Zwiebel gelungen ist: Zwei konnten in kristalliner Form,
das dritte praktisch rein isoliert werden. Die Zusammensetzung und
chemische Struktur der in kristalliner Form isolierten Peptide wurden
aufgeklart, fiir das dritte Peptid konnte eine wahrscheinlich Struktur-
formel aufgestellt werden.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen haben wir nun das dritte
und auch ein viertes Peptid in kristalliner Form isoliert. In dieser Mit-
teilung wird ausfiihrlich iiber die Isolierung, Strukturbestimmung und
die Eigenschaften der beiden ersten y-Glutamylpeptide berichtet.

Ergebnisse und Beschreibung der Versuche
y-L-Glutamyl.L-phenylalanin (Peptid I)

Isolierung: 5 kg in Finnland kultivierte Zwiebeln (Allium cepa) wurden mit
Kohlensiureeis in Athanol gefroren und im gefrorenen Zustand in kaltem Athanol
zermalen. Die Losung enthielt etwa 809, Athanol. Nach 24stdg. Stehenlassen wurde
der Riickstand abfiltriert und mit 80proz. Athanol gewaschen. Die Vereinten .
Athanollésungen lieB man durch eine Amberlit-IR-120-Siule flieBen, die etwa
1,5 1 Harz (200—400 mesh, H-Form) enthielt. Die Saule wurde mit 20 I dest. Wasser
gewaschen. AnschlieSend wurde mit 25 7 1» NH,OH eluiert. Die ammonisakalische
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Lésung wurde im Vak. zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde in 120 mi
Wasser geldst und auf einer mit Dowex 1 (200—400 mesh., Acetatform) gefiillten
Séule (5 x 40 cm) fraktioniert. Man eluierte anfangs mit Wasser (53 Frakt. 3 30 ml),
danach mit 0,5n Essigsaure. Nachdem 296 Frakt. a 30 m! aufgefangen waren,
wurde die Eluierung mit 1» HCl fortgesetzt, wobei Fraktionen a 20 ml/30 Min.
gesammelt wurden. Die Fraktionen wurden papierchromatographisch mit Butanol/
Essigsiure/Wasser 63:10:27 als Losungsmittel gepriift. Frakt. 331—362, in welchen
eine in 1n HCl-Losung bei 100° hydrolysierbare, unbekannte Substanz beobachtet
wurde, wurden vereinigt und in einer Amberlit-IR-120-Saule (2,5 X 66 cm) von
Salzsiure befreit. Die Saule wurde mit Wasser gewaschen, und die Substanz mit
1n NH,OH eluiert. Die Losung wurde im Vak. zur Trockne eingedampft, der gelbe
Ritckstand in 10 m! Wasser gelsst, und die Lésung unter geringer Erwarmung mit
100 mg Aktivkohle geschiittelt. Nach Filtrieren setzte man der Losung Methanol zu,
wobei die Substanz in farblosen, kleinen Nadeln auskristallisierte. Ausbeute 1,641 g
oder 0,033%, pro frische Zwiebel. Die Substanz gab auf dem Papierchromatogramm
nur einen Fleck, der sich in Butanol/Essigsiure/Wasser etwas schneller als Tyrosin,
in Phenol/Wasser (NH,) gleich schnell wie Tyrosin bewegte.

Die isolierte Substanz entsprach einem der beiden Ni inhydrinpositiven Flecken ,
die auf den zweidimensionalen Chromatogrammen von Zwiebelextralt unterhalb
von sin vorkamen und die beim Kochen mit 1 HCl verschwanden.

Hydrolyse des isolierten Peptides : Die Substanz (10 mg) wurde durch
Erhitzen mit 1 m! 0,6n HCl auf 104° gespalten. Als Hydrolyseprodukte konnten
auf einem zweidimensionalen Papierchromatogramm Glutaminsiure und
Phenylalanin identifiziert werden. In Parallelversuchen wurde festgestellt, dafB
in 0,6n HCI bei 100° etwa, 1/; der Substanz in 1 Stde. hydrolysiert wird; in 3 Stdn.
wur die Hydrolyse vollstindig. Bei starker Hydrolyse (6 HCI, 104°, 24 Stdn.)
wurden dieselben Hydrolyseprodukte erzielt wie bei milder Hydrolyse. Auf Grund
ger ?{drolyseversuche war es wahrscheinlich, daB es sich um ein y-Glutamylpeptid

andelte. '

Analyse des Peptids: Die Substanz, die sich als Ammoniumsalz eines

sauren Peptids erwies, war schwefelfrei.

C1eHxN,05 (311,3) Ber. C54,01 H 6,80 N 13,50 O 25,70
Gef. C5381 H6,76 N 13,14 O 26,41

Bei der Destillation von Ammoniak aus der alkalisierten Losung im Parnas-
;;Vagnex)'-Appamt wurden 4,74%, NH;-N gefunden (ber. 4,50%, N aus Ammonium-
ation).

Bestimmung der a«-Carboxyl- und «-Aminogruppe (nach Linko3):
Bei dieser Methode werden NH; und CO, bestimmt, die bei der Einwirkung von
Ninhydrin aus a-Amino- und a-Carboxylgruppen gebildet werden. Da dag Peptid
%ls Ammoniumsalz vorlag, wurde dieses Ammoniak neben der «-Aminogruppe

estimmt.

Bei der Bestimmung der Carboxylgruppe wurden aus 25,1 mg Peptid
(NH,-Salz) 3,50 mg CO, erhalten; ber. 3,55 mg pro az-Carboxylgn; . Beipder
Bestimmung von Aminostickstoff wurden aus 25,1 mg 2,70 mg 3 erhalten,
entsprechend 8,84%, N (ber. 9,00% N pro «-NH,- und NH?-N).

Auf Grund dieser Resultate miissen a-Amino- und a-Carboxylgruppe der
Glutaminsiure in dem Peptid frei sein.

_Die N-terminale Aminosaure im Peptid wurde mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol
bestimmt. Nach der Reaktion wurde in Atherextrakt nur DNP-Glutaminsaure
papierchromatographisch gefunden. Glutaminsiure ist somit die N-terminale

inosdure.

¢ P. Linko, Suomen Kemistilehti B 28, 96 [1955].



Konfiguration der Aminosauren des y-Glutamylpeptids: Die oben
angefithrten Versuche und Analysen haben eindeutig bewiesen, daB das isolierte
saure Peptid y-Glutamyl-phenylalanin ist. Um die Konfiguraton der Glutamin-
sdure und des Phenylalanins in dem Peptidmolekiil zu bestimmen, wurden 200 mg
Peptid in 10 ml 1n HC] bei 104° einen Tag hydrolysiert. Die Losung wurde im Vak.
eingedampft und der Riickstand auf einer Dowex-1-Saule fraktioniert. Nachdem
Phenylanin mit Wasser eluiert war, wurde Glutaminsiure mit 0,57 Essigsiure
eluiert. 83 mg Phenylalanin und 79,6 mg Glutaminsiure wurden kristallin erhalten.
Im isolierten Phenylalanin wurde 8,40% N gefunden (ber. 8,47%,), in Glutamin-
sdure 9,38%, N (ber. 9,51%, ). Die Reinheit der Aminosiuren wurde durch Aufnahme
der IR-Spektren bestatigt.

Optische Drehung der isolierten Aminosauren und des Peptids:

Phenylalanin [«]?2: — 30,6 (in Wasser)

Glutaminsgure [J3: + 33,0 (in 6n HCI)

-Glutamyl-phenylalanin [«]%: + 17,3 (in Wasser)

Die Werte zeigen, daB sowohl die Glutaminsiure als auch das
Phenylalanin im Peptid L-Formen sind. Das aus Zwiebeln isolierte saure
Dipeptid ist also y-L-Glutamyl-L-phenylalanin:

HO,C - CH(NH,) - CH, - CH, - CO — NH - CH(CH, - C4H,) - CO,H
Die Ry-Werte des Peptids sind in der Tabelle (S. 15) angegeben.

y-L-Glutamyl-S-[8- carboxy-n-propyl]-6y§teinyl-g1ycin
(Peptid II)

Isolierung des Peptids: Bei weiterer Fraktionierung der Peptide auf einer
Dowex-1-Saule mit 1n HCI trat in den Frakt. 363—373, nachdem y-Glutamyl-
phenylalanin in den Frakt. 331—362 eluiert war, ein anderes, leicht hydrolysier-
bares Peptid auf, das mit Ninhydrin auf Papier einen rotvioletten Fleck gab. Die
Fraktionen wurden vereinigt, und die Lésung durch eine Amberlit-IR-120-Siule
geschickt. Nach Waschen der Saule mit Wasser wurde mit 1n Ammoniak elujert.
Nachdem die Losung zur Trockne gebracht war, wurde pierchromatographisch
gefunden, daB das Peptid teilweise hydrolysiert war. h milde und starke
Saurehydrolyse wurden aus dem Peptid drei Aminosauren gebildet, welche kraftige
Flecken auf dem Papierchromatogramm gaben: Glutaminsiure, Glycin und eine
unbekannte Aminosiure, welche in einem blaugriinen Fleck mit Ninhydrin kenntlich
war.

. Das reine Peptid wurde aus 2 kg Zwiebeln 8o schonend isoliert, daB Hydro-
lyse durch Salzsiure vermieden wurde: Im AnschluB an die Eluierung von einer
Dowex-1-Saule mit 0,57 Essigsiure wurde 9-Glutamyl-phenylalanin mit 1n Essig-
séure eluiert. Nachdem 130 Fraktionen & 14 m! aufgefangen waren, ohne daB das ge-
suchte Peptid aus der Siule kam, begann man mit 1z HCI zu eluieren. Nachdem
5 Fraktionen & 25 ml! gesammelt waren, kam das Peptid in den folgenden 25
Fraktionen aus der Saule, wobei noch keine Salzsiure austrat. Die vereinten
Fraktionen wurden schonend eingeengt. Durch Acetonzugabe wurde das Peptid
ausgefallt. Es war noch nicht chromatographisch rein sondern enthielt noch eine
ninhydrinpositive Substanz, welche mit Butanol/Essigsaure/Wasser 63:10:27 etwas
langsamer als das gesuchte Peptid wanderte. Durch Fraktionierung auf einer
Cellulosesiule (5,6 X 34 cm) mit Butanol/Eisessig/Wasser konnte das Peptid von
dieser Substanz getrennt werden. Von einem gelblichen Farbstoff wurde das Peptid
durch Ausschiitteln seiner waBrigen Lésung mit etwas Aktivkohle befreit, wonach
das Peptid in kleinen farblosen Nadeln kristallisierte. Ausb. 251 mg.

CiHyN;OsS (393,4) Ber. C42,74 H589 N 10,68 032,54 S8,15
Gef. C41.96 H6.16 N 980 03355 S7.19



Isolierung der neuen Aminosiure: Frakt.363—373 der ersten Auf.
trennung des Peptids aus 5 kg Zwiebeln wurden fiir die Isolierung der unbekannten
Aminosiure verwendet. Das eingedampfte Ammoniakeluat wurde in 30 m? 6x HCI
gelost und 24 Stdn. bei 104° gehalten. Die Salzsiurelosung wurde im Vak. zur
Trockne gebracht, der Riickstand in 8 ml 0,52 Essigsaure gelost und auf einer
Dowex-1-Siule (3,4 x 30 cm) fraktioniert. Das Harz war im Gleichgewicht mit
0,5n Essigsiure. Fraktionen & 7 ml/30 Min. wurden gesammelt. Glycin kam in
Frakt. 10—20, die unbekannte Aminosiure teilweise zusammen mit Glutaminsiure
in Frakt. 54—80, teilweise allein in Frakt. 81—101. Diese wurden im Vak. ein-
gedampft. Der Riickstand wurde in 8 m! Wasser bei 500 gelost. Im Eisschrank
kristallisierte die Aminosiure in kleinen Nadeln aus. Ausb. 249 mg. Nach Ein-
dampfen der Mutterlauge konnte aus Wasser-Aceton-Losung noch 265 mg krist.
Aminosaure zusitzlich erhalten werden. Die Mutterlauge wurde mit Frakt. 54—80,
welche neben der neuen Aminosiure Glutaminséure enthielten, vereint. Nach Ein-
dampfen wurden die Aminosiuren auf einer Cellulosesiule (5,7 X 34 cm) mit
ButanogEssigsi.ure/Wasser fraktioniert. Auf diese Weise wurden noch weitere
366 mg der neuen Aminosiure in kristalliner Form erhalten. Die Totalausbeute war
somit 880 mg. Schmp. 191—194° (Zers.).

C.H;sNO,8(207,3) Ber. C40,50 H 6,28 N 6,76 030,90 S 15,48
Gef. C40,52 H 6,25 N6,61 030,65 S 1522

Bestimmung der «-Amino- und a-Carboxylgruppen (nach Linko3):
Aus der Aminosiure wurde 21,449, CO, gebildet (berechnet 21,249, wenn eine
Carboxylgruppe aus dem Molekiil C,H,sNO,S abgespalten wird).

Aus der Aminosdure wurden 6,57% N als Ammoniak abgespalten (ber;achnet
6,76% N, wenn der Stickstoff total der a-Aminogruppe angehért und somit durch
Ninhydrin quantitativ abgespalten wird).

Versuche zurCharakterisierung des Schwefelatoms in der Aminosaure:

Die Aminosiure enthilt keine SH-Gruppe, wie mit Nitroprussidnatrium in
alkalischer Losung festgestellt wurde. Aus Jodwasserstoff wird bei Zimmer-
temperatur kein Jod freigemacht, so daB keine leicht reduzierbare Gruppe vorliegt.

Mit HJ (57%,) + rotem P wurde nur ein kleiner Teil der Aminosiure gespalten.
Alanin wurde dabei papierchromatographisch nachgewiesen,

Oxydation mit H,0,: 50 mg der Aminosiure wurden in 2,6 m! Eisessig unter
gelindem Erwirmen gelost. Die Losung wurde auf 12° gekiihlt und mit 30 ul
30proz. Hydroperoxyd versetzt. Nach 4stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur
(wiederholtes Umschiitteln) wurde im Vak. eingedampft und der Riickstand in
Wasser gelost. Nach Zugabe von Aceton wurden 42,3 mg Kristalle erhalten. Die
papierchromatographisch einheitliche Substanz wanderte sowohl in Butanol/Essig-
siure/Wasser als auch in Phenol/Wasser (NH,) langsamer als die urspriingliche.
Wahrscheinlich war die urspriingliche Aminosaure durch H,0, zum entsprechenden
Sulfoxyd oxydiert worden. Wenn man die mit H,0, oxydierte Verbindung mit
HJ - rotem P reduzierte (3 Stdn. bei Zimmertemperatur) wurde Jod frei. Es wurde
mit Ather extrahiert. Die gebildete Aminosiure, auf Amberlit IR 120 abgetrennt
und mit 1n NH,OH eluiert, erwies sich auf einem zweidimensionalen Papier-
chromatogramm identisch mit der aus dem Peptid isolierten urspriinglichen Amino-
sdure.

Entschwefelung der Aminosaure mit Raney-Nickel : Die Lisung von
100 mg der Aminosaure in 30 ml 90proz. Methanol wurde mit 2 g Raney-Nickel*
4 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach Filtrieren und Auswaschen des Nickelriick-

¢ R.Mozingo, Org. Syntheses 21, 15 [1941].



stands mit 0,07 NaOH wurde die Losung mit 2n H,S0, angesiuert. Die fliichtigen
Siuren wurden mit Wasserdampf abdestilliert und die Destillate mit 0,142n Ba(OH),
neutralisiert. Die vereinten Destillate wurden auf ein kleines Volumen eingeengt.
Die papierchromatographische Untersuchung mit Butanol/1,5n NH,OH 1:1, wobei
Na-Acetat, Na-n-Butyrat und Na-Isobutyrat als Vergleichsubstanzen dienten,
zeigte, daB der Hauptteil der gebildeten Sauren genau wie Isobuttersiure wanderte.
n.Buttersdure und Isobuttersiure lieBen sich auf Whatman-1-Papier, das zuvor
mit dem Losungsmittel gewaschen war, gut voneinander trennen.Neben Isobutter-
saure war auch etwas Essigsaure vorhanden.

Die durch Wasserdampfdestillation yon den fliichtigen Sauren befreite Losung
lieB man durch eine Amberlit-IR-120 Saule (1,3 x 19 cm) flieBen. Nach griind-
lichem Waschen mit Wasser wurden die Aminosduren mit 1n NH,OH von dem
Harz eluiert. Auf einem 2-dimensionalen Papierchromatogramm war Alanin als
einzige Aminoséure zu finden.

Die angefiihrten Experimente fiithrten zu der SchiuBfolgerung, dafl
die unbekannte schwefelhaltige Aminoséure, welche aus dem y-Glutamyl-
peptid isoliert wurde, ein S-(Carboxy-propyl)-cystein ist. Da mit Raney-
Nickel aus der Aminosiure Isobuttersiure entsteht, sind folgende
Strukturen fiir die Aminosiiure moglich

CH,
IOzc—CH(Nﬁz)—Cﬂz—S—lé—COZH und HO&—CH(NHz)—CHQ—-S—CH.I—CH—COZH
CH, ; CH,
S-[«-Carboxy-isopropyl]-cystein 8-[B-Carboxy-n-propyl]-cystein

Diese Verbindungen und zum Vergleich dazu noch S-[y-Carboxy-n-
propyl]-cystein, das zwar nicht als die isolierte Aminosiure in Frage
kommt, wurden synthetisch hergestellt.

Synthese von S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein: 878 mg L-
Cystein-hydrochlorid - H,O (Schwarz Laboratories Inc.) wurden in einem Ge-
misch von 5 ml 3z NaOH und 10 ml 96proz. Athanol gelost. Der Losung wurde
1,6 ml «-Brom-isobuttersaure-athylester (Fluka) zugesetzt. Nach Stehen-
lassen iiber Nacht wurde die Lisung mit konz. Salzsiure angesiuert (pE < 3) und
dann eingedampft. Der Riickstand wurde zweimal mit 50 m! 96proz. heiflem
Athano! extrahiert. Nach Eindampfen im Vak. wurden dem Riickstand 50 ml
1n HCl zugesetzt, die Losung 5 Stdn. bei 100° gehalten und wieder im Vak. ein-
gedampft. Der Riickstand wurde in Wasser gelost und auf_einer Dowex-1-Saule
(Acetatform, 1,7 x 20 cm) mit 0,6n Essigsiure fraktioniert. Fraktionen & 13 mi/
30 Min. wurden gesammelt. §-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein erschien in
Frakt. 16—27. Nach Eindampfen im Vak. wurde der Riickstand aus Wasser-Aceton
kristallisiert. Ausb. 640 mg.

8-[B-Carboxy-n-propyl]-L-cystein: Einer Losung von 7 g L-Cystein-
hydrochlorid - H,0 und 4,5g f-Brom-isobuttersiure (hergestellt nach
Larsson® aus Methacrylsdure) in 10 ml 96proz. Athanol und 20 mil 3n NaOH
wurden nach 40 Min. 2 m! 3n NaOH und nach 2 Stdn. noch 4 ml 3n» NaOH zu-
gesetzt. Nach 20stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur gab man 10 ml konz.
Salzsdure zu. Dann wurde die Lisung im Vak. eingedampft und der Riickstand
3mal mit 100 m! heiBem 96 proz. Athanol extrahiert. Nach Eindampfen der Losung
léste man den Riickstand in Wasser. Versuche, die Aminosiure durch Zusatz von
Aceton zur Kristallisation zu bringen, waren erfolglos. Die wafr. Losung wurde
deshalb suf einer Dowex-1-Siule (Acetatform, 1,8 x 27 em) mit 0,6n Essigsiure

5 E. Larsson. Chalmers Tekn. Hogskolas Handl. 35, 1 [1944].



fraktioniert. S-[8-Carboxy-n-propyl]-L-cystein erschien in Krakt. 6—17.
Nach Eindampfen im Vak. wurde die Aminosiure aus Wasser-Aceton kristallisiert.
Ausb. 2,63 g.

S-[y-Carboxy.n-propyl]-L-cystein wurde aus 1,76g L-Cystein-
hydrochlorid - H,0 und 3 ml y-Brom-n-buttersdure-athylester analog
der Herstellung von §-[«-Carboxy-isopropyl]-cystein synthetisiert. Die Aminoséure
kristallisierte bereits beim einengen der Fraktionen aus. Ausb. 1,56 g. Nach Um-
kristallisieren aus Wasser-Aceton war die Aminosiure rein.

Vergleich der natiirlichen Peptid-Aminoséure mit den synthetischen
Aminoséuren

Fiir den Vergleich wurden Butanol/Essigsiure/Wasser 63:10:27 und Phenol/
Wasser (NH,) verwendet. Im erstgenannten Losungsmittel (Whatman 1, absteig.
Chromatogramm, 48 Stdn., ~ 20°) wanderte 8-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein
etwas schneller und S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cystein etwas langsamer als die
natiirliche Aminosaure. S-[ 8-Carboxy-n-propyl]-L-cystein und die natiirliche Amino-
sdure wanderten gleich schnell. Beim Mischungsversuch bildeten beide Aminosiuren
einen einheitlichen Fleck. Auch mit Ninhydrin gaben die Flecken beider Amino-
séuren gensu denselben Farbton. §-[a-Carbodosr-Axropyl]-cystein dagegen gab
eine mehr blauviolette Farbung.

Mit Phenol/Wasser (NH,) als Losungsmittel und Whatman-4-Papier wanderten
8-[B-Carboxy-n-propyl]-L-cystein und die natiirliche Aminosiure gleich schnell.
Der Farbton der mit Ninhydrin behandelten Flecken war genau dasselbe Violett-
blaugriin. S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein wanderte etwas langsamer als die
natiirliche Aminoséure, S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cystein wiederum etwas schneller.
Der Farbton mit Ninhydrin war bei der erstgenannten Aminosiure blaugriin ohne
violette Nuance, bei der letztgenannten braunviolett. :

Die IR-Spektren von §-[8-Carboxy-n-propyl]-L-cystein und S-[«-Carboxy-
isopropyl]-L-cystein bestitigten die Resultate der chromatographischen Unter-
suchung:” Das IR-Spektrum der letztgenannten Aminosiure unterschied sich
deutlich vom Spektrum der natiirlichen Aminosiure. Dagegen waren die IR-
Spektren von S-[f-Carboxy-n-propyl]-L-cystein und der natiirlichen Aminoséure
einander @hnlicher.

Die Ry-Werte und das optische Drehungsvermogen der Aminoséure
sind in der Tabelle angefithrt. Auf Grund der chemischen, papierchro-
matographischen und spektroskopischen Untersuchungen ist die schwefel-
haltige Aminosiure des aus der Zwiebel isolierten y-Glutamyltripeptids
8-[p-Carboxy-n-propyl]-L-cystein.

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, daB Gmelin® aus den Samen von
Acacia Willardiana kiirzlich S-[f-Carboxyathyl]-L-cystein isoliert und strukturell
aufgeklirt hat. Er hat in diesen Samen dazu noch eine andere S-haltige Aminosiure
papierchromatographisch nachgewiesen, die er mit Vorbehalt als 8-[y-Carboxy-
propyl)-L-cystein bezeichnete. Diese Aminosaure ist nicht identisch mit unserer aus
y-Glutamyipeptid II isolierten Aminosdure und auch nicht mit den von uns
synthetisch hergestellten Aminosauren.

Strukturaufklirung des Peptids

Hydrolyse : Das Peptid wurde durch 1stdg. Erhitzen mit 0,1n HCI auf 100°
nur sehr wenig hydrolysiert. Auf dem Papierchromatogramm waren schwache
Flecke von Glutaminsiure und Glycin zu beobachten. Der Fleck der S-haltigen
Aminosiure war auBerst schwach. Bei 3stdg. Erhitzen in 1n HCl wurde es voll-
standig gespalten. Neben den starken Flecken von Glutaminsaure, Glycin und der

" ¢ R. Gmelin, diese Z. 816, 164 [1959].



S-haltigen Aminoséure war ein schwicherer Fleck auf dem Chromatogramm sicht-
bar, welcher in Phenol/Wasser (NH;) gleich schnell und in Butenol/Essigsaure/
Wasser etwas langsamer als die S-haltige Aminosiure wanderte. Dieser Fleck farbte
sich mit Ninhydrin rotviolett wie die meisten Aminosiuren. Es ist moglich, aber
nicht bewiesen, daB dieser Fleck das Dipeptid, S-[-Carboxy-n-propyl]-L-¢ysteinyl-
glycin war. Ein anderer schwacher Fleck war nahe Glutaminsiure erkennbar.

Bei der Hydrolyse sowohl in 1n als 6n HCI bei 100° wahrend 24 Stdn. wurden
nur Glutaminsiure, §-[f-Carboxy-n-propyl]-cystein und Glycin gebildet. Die
Hydrolysen erfolgten stets im zugeschmolzenen Rohr.

Bei der Bestimmung von «-Carboxylgruppen mit Ninhydrin nach
Linko® wurde aus dem Peptid 10,70% CO, gebildet; ber. 11,29, fiir Carboxyl-
gruppe. 3,76%, N wurde als Ammoniak abgespalten; ber. 3,56%, N pro 1 «-NH,-

Tuppe.

N-Terminale Aminoséaure : Nach der Reaktion mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol
und darauffolgende Hydrolyse wurde im Atherextrakt DNP-Glutaminsiure ge-
funden. Es sei erwiahnt daB DNP-S-[B-Carboxy-n-prolyl]-L-cystein auf dem Papier-
chromatogramm zwei Flecke bildet, von welchem der eine nur ein wenig, der andere
dagegen deutlich schneller als DNP-Glutaminsiure wanderte.

Synthese von Peptid II

Nach den mitgeteilten Resultaten sollte das aus Zwiebeln isolierte
Peptid die folgende Struktur haben

S|—CH2—CH(CH3)—002H
CH,

| .
HO,C—CH(NH,)—CH,—CH,—CO—NH—CH—CO—HN—CH,—CO,H -
y-L-Glutamyl-S-[8-carboxy-n-propyl]-L-cysteinyl-glycin

Das Peptid wiire somit ein am Schwefelatom substituiertes Gluta-
thion. Die Synthese des neuen Peptids sollte demnach aus Glutathion
und B-Brom-isobuttersdure moglich sein. Die Synthese wurde folgender-
maBen ausgefiihrt.

120 mg Glutathion (L. Light & Co) und 80 mg #-Brom-isobuttersiure
wurden in einem kleinen Erlenmeyer-Kolben in 1 m! 96proz. Athanol und 2 m!
1n NaOH unter Schiitteln gelost. Nach 18stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur
wurden 5ml Wasser zugesetzt. AnschlieBend lie man die Lésung durch eine
Amberlit-IR-120-Saule (1,7 X 10 cm) flieBen. Nach Waschen mit Wasser eluierte
man mit 200 m} 1» NH,OH. Das Eluat wurde im Vak. eingedampft. Der Riickstand
wurde in Wasser gelost. Die Papierchromatogramme der Losung zeigten, da8 bei
der Synthese eine ninhydrinpositive Substanz entstanden war, welche in drei ver-
schiedenen Lsungsmittelsystemen wie ddas aus Zwiebeln isolierte Peptid wanderte.
Auch andere ninhydrinpositive Flecke waren auf dem Chromatogramm zu finden
(oxydiertes Glutathion, das schon in sehr kleinen Mengen in dem beniitzten
Glutathion-Priparat vorhanden war, dazu noch ein Fleck, der in Butanol/Essig-
Ea;gr;,/w a.aser etwas schneller und ein weiterer, der etwas langsamer wanderte als

eptid).

Es wurde nun eine zweite Portion von 120 mg Glutathion und 80 mg S-Brom-
isobuttersiure in derselben Weise behandelt. Die erhaltenen Produkte wurden nach
Abdampfen des Ammoniaks vereinigt, in 20 m! Butanol/Essigsiure/Wasser gelost
und auf einer Cellulosesdule (5 X 41 cm) mit demselben Losungsmittel fraktioniert.
Es wurden Fraktionen a 14 ml/35 Min. aufgefangen. In Frakt. 57—100 erschien
das Peptid, welches mit dem aus der Zwiebel isolierten Peptid chromatographisch



identisch war. Diese Fraktionen wurden im Vak. zur Trockne gebracﬁt. Der Riick-
stand wurde in Wasser gelost. Das Peptid konnte aus Wasser/Methanol/Aceton
kristallisiert werden. Ausbeute 130 mg. Die chromatographische Untersuchung
in verschiedenen Liosungsmitteln bestitigte die Einheitlichkeit der Verbindung
und ihre Identitit mit dem natiirlichen Peptid. Die IR-Spektren des synthetischen
und natiirlichen Peptids waren sehr dhnlich.

Vergleichende Hydrolyse des synthetischen und natiirlichen Peptids

Folgende Lisungen (Volumen 0,5 ml) wurden in zugeschmolzenen Glasrohren
3 Stdn. bei 102° gehalten: ,

1. 0,5 mg natiirliches Peptid in 0,62 HCl
2. 0,6 mg synthetisches Peptid in 0,6z HCl
3. 0,6 mg natiirliches Peptid in 1,0n HCL
4. 1,0 mg synthetisches Peptid in 1,0n HCl

Die Losungen wurden im Vak. eingedampft, die Riickstinde, in Wasser gelost
und papierchromatographisch untersucht. Die Chromatogramme der Hydrolysate
des synthetischen und natiirlichen Peptids waren identisch. Die Flecke des Glycins
und -[ﬂ-Carboxy-n-progyl]-cysteins waren starker auf den Chromatogrammen von
Hydrolysaten mit 1n HCI als mit 0,6n HCL Ein Teil von dem Fleck des S-[8-Car-
oxy-n-propyl]-cysteins war auf allen Chromatogrammen mit Ninhydrin rotviolett
gefarbt, was darauf deutet, daB in den Hydrolysaten das Dipeptid S-[8-Carboxy-
n-propyl]-L-cysteinyl-glycin vorhanden ist. Die normalen «-Peptidbindungen
werden allgemein noch nicht in 1» HCl hydrolysiert und es ist darum zu erwarten,
daB in y-Glutamylpeptiden bei schwacher Saurehydrolyse nur die y-Peptidbindung
hydrolysiert wird. Virtanen und Ettala? konnten tatsichlich beweisen, daf aus
1 Mol y-Glutamyl-valyl-glutaminsiure nach Hydrolyse in 0,62 HCI bei 100° 1 Mol
Glutaminsiure und das «-Peptid, Valyl-glutaminsiure entstehen. Dieses Dipeptid
wurde erst in 6z HCI hydrolysiert. In Cystein-Peptiden scheint jedoch die «-Peptid-
bindung labiler zu sein. Glutathion z. B. wird in 1» HCI hauptsachlich zu Glutamin-
siure, Cystein bzw. Cystin und Glycin hydrolysiert. So scheint es auch zum groBen
Teil mit unserem neuen Glutathionderivat zu sein. Der Fleck, der in Phenol/Wasser
(NH;) gleich schnell und in Butanol/Essigsiure/Wasser etwas langsamer als
8-[B-Carboxy-n-propyl]-cystein wandert und darum teilweise mit dem Fleck dieser
Aminosdure zusammenfillt, kann das erwartete Dipeptid sein. Wie schon oben
gesagt, ist das noch nicht bewiesen. Die Menge dieses Peptids ist jedenfalls klein.

In der Tabelle sind die Rp-Werte und die optischen Drehungen der neuen,
aus Zwiebeln isolierten Verbindungen zu sehen.

Ryp- und [a]p-Werte der aus der Zwiebel isolierten y-Glutamylpeptide I und II
und des neuen Cysteinderivats. Absteig. Chromatogramme, Whatman-1-Papier,
~ 20°, Zum Vergleich sind die Rp-Werte von Alanin und Glutaminsiure mit

aufgefiihrt. -
y-L-Glutamyl-
y-L- S-[B-carboxy- S-[B- Glut-
Lésungsmittel Glutamy]- n-propyl]-L- Carboxy-n- | /. | Ale-
L-phenyl- cysteinyl- propyll-L- | gype | Din
alanin glycin cystein
Butanol/Essigsiiure/
Wasser 63:10:27 0,57 0,31 0,41 0,20 | 0,27
Phenol/Wasser (NH,
atm) 1000:365 0,60 0,33 0,42 0,23 | 0,57
Drebung (in Wasser) (=13« + 17,3] [«]3F: —38,1 |[«]?}: — 50,1

~ 7 A L Virtanen u. T. Ettala, Acta chem. scand. 12, 787 [1958].



Einwirkung von Nierenhomogenat auf Reptid IT

In Nierenhomogenat8?, aber wahrscheinlich auch in Erbsenkeim-
lingen??, ist ein Enzym vorhanden, das den y-Glutamylrest des Gluta~
thions z. B. auf L-Alanin unter Bildung von y-L-Glutamyl-L-alanin
iibertragt (vgl. Diskussion S. 17). Wir versuchten nun, ob auch unser
Peptid IT als Subtrat fir diese Reaktion dienen kann und ob in der
Zwiebelpflanze eine solche y-Glutamyl-Transferase vorhanden ist,

26 g Rindernieren wurden in 43 ml m/15 Phosphatpuffer, pg 7,4, mit 0,001m
MgSO, homogenisiert. Das Homogenat wurde zentrifugiert und danach bei + §°

gegen denselben Puffer dialysiert’. In Probershrchen wurden 0,5 ml Dialysat,
0,6 ml Peptidlésung (0,02 mMol) und 0,5 ml Alaninlésung (0,02 mMol) pipettiert.

1. 2. 3. (Kontrolle)
Dialysat Dialysat Dialysat
+ y-Glutamylpeptid IT + Glutathion + Wasser (1 ml)
+ Alanin + Alanin

... Nach 2stdg. Inkubation unter Stickstoff bei 30° setzte man 5 ml heiBen
Athanols zu und zentrifugierte. Die Losungen wurden im Vak. eingedampft, der
Riickstand in Wasser gelost und papierchromatographisch untersucht. Je 1/10 der
Lgsung wurde fiir emn zweidimensionales Chromatogramm angewendet.

In Ansatz 1 wurden neben y-Glutamylpeptid IT und Alanin Glutamin.
sdure, Glycin, S-[f-Carboxy-n-propyl]-cystein und y-Glutamyl-alanin,
in Ansatz 2 neben Glutathion und Alanin Glutaminsiure, Glycin, Cystein
und y-Glutamyl-alanin gefunden. .

Bei den entsprechenden Versuchen mit Zwiebel-Homogenaten bzw.
-Dialysaten, welche sowohl aus ruhenden Zwiebeln als auch aus griinen
Blittern hergestellt waren, konnte keine y-Glutamyl-Transferase-Wir-
kung gefunden werden, d. h. der Fleck von y-Glutamyl-alanin wurde auf
Papierchromatogrammen nie beobachtet.

Diskussion

Von den y-Glutamylpeptiden wurde das metabolisch wichtige Glutathion
(y-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycin) durch Hopkins! isoliert und strukturell auf-
geklart. Andere p-Glutamylpeptide sind erst vor einigen Jahren bekannt geworden,
wenn man von den Kapselsubstanzen der Bakterien absieht, welche z. B. bei
Bacillus subtilis eine Mischung von L-y- und D-y-Glutamylpolypeptiden darstellen.
Virtanen und Berg!® haben 1954 in keimenden Erbsensamen die Bildung einer
ninhydrinpositiven Substanz beobachtet, welche auf Grund ihrer leichten hydro-
lytischen Spaltbarkeit in Glutaminséure und Alanin als y-Glutamyl-alanin erkannt
wurde. Waley!? isolierte aus der Augenlinse des Kalbes ein saures Peptid, das sich
als y-L-Glutamyl-L-a-amino-butyryl-glycin erwies. Ferner haben wir aus Juncus

8 C.S.Hanes, F.J.R. Hird u. F. A. Isherwood, Nature [London] 166,
288 [1950); Biochem. J. 51, 25 [1952].

*F.J.R.Hird u. P. H. Springell, Biochem. J. 56, 417 [1954].

10 A L Virtanen u. A. M, Berg, Acta chem. scand. 8, 1089 [1954].
: 9291]1 F. G. Hopkins, Biochem. J. 15, 286 [1921]; J. biol. Chemistry 84, 269
1929].

12 8. G. Waley, Biochem. J. 64, 715 [1956].



conglomeratus ein saures y-Glutamylpeptid isoliert1s, welches sich als p-Glutamyl-
valyl-glutaminséure erwies?. Aus verschiedenen Bohnenarten wurde y-Glutamyl-
S.methyl-cystein isoliert und die Struktur aufgeklart!¢15. Auch das entsprechende

Peptid mit S-Methyl-cysteinsulfoxyd wurde papxerchromatogmphjsch nachge-

wiesen; es ist jedoch mo; jcherweise ein Artefakt. Rinderknecht et al.l® haben
auch das Vorkommen von y-Glutamyl-leucin in Bohnen wahrscheinlich gemacht,

Wir haben nun in Zwiebeln mindestens fiinf yp-Glutamylpeptide
nachgewiesen und vier davon rein dargestellt. Zwei dieser Peptide wurden
in vorliegender Arbeit eingehend untersucht. Die anderen in kristalliner
Form isolierten Peptide sind: y-Glutamyl-S-methyl-cystein und ein
y-Glutamylpeptid C,1 HyoN; 0, S, das eine neue S-haltige Aminoséure
enthalt, deren Struktur noch nicht aufgeklart ist*.

Es erhebt sich nun die Frage, welche Bedeutung diese y-Glutamyl-
peptide im Stickstoffmetabolismus der Pflanzen und Tiere haben. Hanes,
Hird und Isherwood?, sowie Hird und Springell® haben gefunden,
daB Nierenextrakt eine Reaktion zwischen reduziertem Glutathion und
L-Aminosiuren vermittelt, wobei Cysteinyl-glycin im Glutathionmolekiil
mit den Aminosiiuren ausgetauscht wird :

'y.L-Gluta,myl-L-cysteinyl-glycin + L-Alanin
¢=Glutamyl-Transferase
y-L-Glutamyl-L-alanin + Cysteinyl-glycin
Peptidase

Cystein + Glycin

Virtanen und Berg!® konnten die Austauschreaktion auch in
Erbsenkeimlingen wahrscheinlich machen. Es ist darum moglich, daB
»-Glutamyl-alanin in den Keimlingen aus Glutathion und Alanin entsteht.

Unsere Versuche, die Austauschreaktion zwischen unserem »-Glut-
amylpeptid II und Alanin mit einem durch Dialyse hergestellten Enzym-
prijparat aus Rindernieren-Homogenat nachzuweisen, waren erfolgreich.
Auf dem zweidimensionalen Papierchromatogramm mit Butanol/Essig-
siure/Wasser und Phenol/Wasser (NHy) wurde ein Fleck an der Stelle

_gefunden, wo Virtanen und Berg y-Glutamyl-alanin fanden (das Peptid
wandert etwas schneller als Glutaminsiure in beiden Losungsmitteln).

* Zusatz b. d. Korr.: Dazu haben wir noch y-Glutamyl-valin und p-Glutamyl-
isoleucin neben zwei anderen, strukturell noch nicht aufgeklarten y-Glutamylpep-
tiden aus der Zwiebel isoliert.

13 A, I. Virtanen, Kemiantutkimus-Saation Vuosikertomus 1956, 8.

(105 1; C.J.Morris u. J.F.Thompson, ‘Arch. Biochem. Biophysics 78, 281
1958].
i5 M. Rinderknecht,D. Thomas u. S. Aslin, Helv. chim. Acta41,1 [1958].



Derselbe Fleck entstand auch aus Glutathion und Alanin mit demselben
Nierenpriparat. Das natiirliche y-Glutamyl-S-[B-carboxy-n-propyl]-
cysteinyl-glycin beteiligt sich demnach an der Austauschreaktion wie
Glutathion. \

Mit Zwiebelhomogenaten und Dialysaten konnten wir die Reaktion
jedoch weder mit Glutathion + Alanin noch mit unserem y-Glutamyl-
peptid IT + Alanin zustandebringen. Es wurden bei diesen Versuchen
sowohl ruhende Zwiebeln als griine Sproflinge und Blatter angewendet. -
Die Bildung von y-Glutamyl-alanin war in zahlreichen Versuchen nie zu
beobachten. Demnach scheint die Zwiebel keine y-Glutamyl-Transferase
zu enthalten. Es ist jedoch auch moglich, daB das Enzym in Zwiebel-
homogenat instabil ist. Die Frage muBl noch weiter untersucht werden.
In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, da mit Zwiebelhomogenat
und y-Glutamyl-S-[B-carboxy-n-propyl]-cysteinyl-glycin -+ Alanin ein
relativ starker Fleck auf dem zweidimensionalen Papierchromatogramm
oberhalb des Glutaminsiure-Flecks zwischen Serin und Asparaginsiure
erscheint. Die nicht niher untersuchte Substanz konnte oxydiertes
(S—+S0) y-Glutamylpeptid II sein.

Die Bedeutung der y-Glutamylpeptide im Stickstoffmetabolismus
ist noch unbekannt. Thre mégliche Rolle bei Transpeptidierungs-Reak-
tionen ist schon frither diskutiert worden'. Experimentelle Beweise
dafiir, daB diese Peptide wichtige Faktoren im Aufbau der Proteine sein
konnten, fehlen jedoch. Das Vorkommen einer iiberraschenden Anzahl
verschiedener p-Glutamylpeptide in der ruhenden Zwiebel und ihr
schnelles Verschwinden beim Austreiben der Zwiebel erweckt neues Inter-
esse fiir diese Glutaminanalogen und ihre Aufgabe.

Der Umstand, daB3 S-[B-Carboxy-n-propyl]-cystein in der Zwiebel
nicht als freie Aminosaure sondern nur als ein Bestandteil des y-Glutamyl-
peptids zu finden ist, weist moglicherweise darauf hin, da8 dieses Cystein-
derivat im Glutathionmolekiil aus dem Cysteinrest synthetisiert wird,
z. B. in folgender Weise:

SH + HO—CH,—('}H—COZH IS—-GHz—CH—COJI
H, CH, =00 CH, CH,
—HN—CH—CO— —HN—CH—CO—

8-n-Propyleysteinsulfoxyd, das als freie Aminosdure in der Zwiebel
vorkommt, kénnte daraus durch Decarboxylierung und Oxydation ent-
stehen. Wenn es so wire, sollte man erwarten, dafl S-Methyl-cystein-
sulfoxyd in analoger Weise aus dem Cysteinrest des Glutathions und der
Glykolsgure entsteht. Erst Experimente mit markierten Substanzen kon-
nen Klarheit iiber diese Fragen bringen.

16 J.S.Fruton, Yale J. Biol. Med. 22, 263 [1950]; C.S.Hanes, F.J.R. Hird
u. F. A. Isherwood, Nature [London] 166, 288 [1950].



Die zahlreichen y-Glutamylpeptide kommen in Allium cepa nur in
den Zwiebeln und nur im Ruhestadium vor. Sobald die angefeuchteten
Zwiebeln austreiben und griine Blitter bilden, verschwinden die y-
Glutamylpeptide. In den griinen Teilen sind sie nicht zu finden. Sobald
aber neue kleine Tochterzwiebeln gebildet werden, treten die Peptide
wieder in diesen auf. Es scheint also, daB die y-Glutamylpeptide Reserve-
substanzen in den ruhenden Zwiebeln sind und aktiv an dem Stickstoff-
metabolismus teilnehmen, wenn die Zwiebeln austreiben. Von dem
Mechanismus dieser Beteiligung wissen wir nichts.

Zusammenfassung

Mindestens fiinf verschiedene y-Glutamylpeptide wurden in der
Kiichenzwiebel (Allium cepa) chromatographisch festgestellt. Vier von
diesen wurden kristallin erhalten. Die Isolierung, die chemischen, chro-
matographischen und optischen Eigenschaften von Peptid I und II werden
eingehend beschrieben. Peptid I wurde als y-L-Glutamyl-L-phenylalanin
erkannt.

Peptid IT enthélt eine bisher unbekannte, S-haltige Aminosiure,
welche in der Zwiebel nicht frei vorkommt. Nach Reindarstellung der
Aminosiure wurde diese durch chemische und chromatographische Cha-
rakterisierung sowie durch Synthese als S-[8-Carboxy-n-propyl]-L-cystein
- identifiziert. AuBerdem wurden zum chromatographischen Vergleich
8S-[«-Carboxy-isopropyl]-L-cystein und S-[y-Carboxy-n-propyl]-L-cys-
tein synthetisiert.

Fiir das Peptid IT wurde die Struktur y-L-Glutamyl-S-[8-carboxy-
n-propyl]-L-cysteinyl-glycin ermittelt und durch Synthese aus Glutathion
und B-Brom-isobuttersiure bestitigt.

Die y-Glutamylpeptide kommen nur in den Zwiebelknollen und nur
im Ruhestadium vor. Sie verschwinden, wenn die Zwiebeln austreiben.
In den kleinen Tochterzwiebeln werden sie wieder gebildet. In Zwiebel-
homogenaten war y-Glutamyltransferase nicht zu finden. Die Bedeutung
der y-Glutamylpeptide im N-Metabolismus wird diskutiert.

Summary

At least five different y-glutamyl peptides have been found in onion
(Alium cepa) by chromatography. Four of these have been isolated in
crystalline form. The isolation, and the chemical, chromatographic, and
optical properties of peptides I and II are described in detail. The
structure y-L-glutamyl-L-phenylalanine was established for peptide I.

Peptide II contains a hitherto unknown S-containing amino acid
which does not occur in the onion in free form. After purification, the
amino acid was characterised chemically and by chromatography. It was
assigned the structurc S-[f-carboxy-n-propyll-L-cysteine, which was



confirmed by synthesis. In addition S-[x-carboxy-isopropyl]-L-cysteine
and §-[y-carboxy-n-propyl]-L-cysteine were prepared synthetically as
chromatographic standards.

The structure y-L-glutamyl-S- [B-carboxy-n-propyl]-L-cysteinyl-gly-
cine was established for peptide II and confirmed by synthesis from
glutathione and f-brom-iso-butyric acid.

The p-glutamyl peptides are found in onion only in the bulbs.
They disappear when the onion begins to sprout and are not to be found
in the green parts. They are formed again in the small daughter bulbs.
y-Glutamyltransferase was not found in onion homogenates. The im-
portance of the y-glutamyl peptides in nitrogen metabolism is discussed.

Professor Dr. A. 1. Virtanen, Biochemisches Institut der Stiftung fiir Chemische
Forschung, Helsink:, Kalevankatu 56, Finnland.



